Avaliação do efeito de lítio e memantina na memória espacial e neuroinflamação em um modelo animal de demência induzido pelo peptídeo β-amiloide 1-42 by Silva, Hemily Batista da
  
UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE  
 
















AVALIAÇÃO DO EFEITO DE LÍTIO E MEMANTINA NA MEMÓRIA ESPACIAL E 
NEUROINFLAMAÇÃO EM UM MODELO ANIMAL DE DEMÊNCIA INDUZIDO 






















AVALIAÇÃO DO EFEITO DE LÍTIO E MEMANTINA NA MEMÓRIA ESPACIAL E 
NEUROINFLAMAÇÃO EM UM MODELO ANIMAL DE DEMÊNCIA INDUZIDO 
PELO PEPTÍDEO β-AMILOIDE 1-42 
 
 
Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 
para obter o grau de Bacharel em Biomedicina 
no curso de Biomedicina da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense, UNESC. 
 
                                                       Orientadora: Prof.ª Dr.ª Josiane Budni 





                                         Criciúma, Junho de 2016 
 
 
                                        BANCA EXAMINADORA  








A doença de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de demência em idosos. É 
caracterizada por disfunção cognitiva progressiva com acúmulo do peptídeo β-
amiloide 1-42 (Aβ1-42) extracelular, emaranhados neurofibrilares intracelular, 
excitotoxicidade glutamatérgica e neuroinflamação. O tratamento farmacológico 
atual não é totalmente eficaz. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o 
efeito do lítio e/ou memantina na memória espacial e neuroinflamação em um 
modelo animal tipo DA induzido pelo peptídeo Aβ1-42. Foram utilizados 80 ratos 
Wistar machos adultos, os quais foram submetidos à cirurgia estereotáxica e após 
72 horas foi administrado intrahipocampal o peptideo Aβ1-42 ou fluido 
cerebroespinhal artificial (ACSF). Após 24 horas, iniciou o tratamento por via oral 
com memantina (5 mg/kg), lítio (5 mg/kg), água ou associação entre memantina e 
lítio durante 17 dias. Entre o 15º e 19° foi realizado o teste comportamental radial 
maze, onde avaliou-se o tempo total, erros totais, erros de memória de referência e 
de trabalho. No último dia, os animais foram submetidos à eutanásia, e o córtex 
frontal e hipocampo foram dissecados para a análise dos níveis de citocinas: TNF-α, 
IL-1β e IL-4. Os resultados do teste radial maze mostram que o grupo controle 
(ACSF+água) reduziu o tempo e erros totais para encontrar a comida, diferente do 
grupo Aβ1-42+água, que reduziu o tempo e erros somente no último dia. O grupo Aβ1-
42+lítio reduziu o tempo no 3o e 4o dia e os erros em todos os dias de teste; o grupo 
Aβ1-42+memantina reduziu o tempo e os erros no 3o e 4o dia, enquanto que o grupo 
Aβ1-42+lítio+memantina reduziu o tempo em todos os dias de teste, revertendo o 
dano de memória induzido pelo peptídeo Aβ1-42. Além disso, os animais que 
receberam a associação obtiveram um pequeno número de erros desde o 1o dia em 
relação ao grupo peptídeo sozinho. Em relação as citocinas no córtex frontal, houve 
uma redução nos níveis de IL-4 no grupo peptídeo e este efeito foi revertido pelo 
lítio, memantina e associação destes; um aumento ocorreu nos níveis de IL-1β, e 
este foi revertido pelo lítio, memantina e associação destes; já os níveis de TNF-α 
não foram alterados. No hipocampo, houve uma redução nos níveis de IL-4 no grupo 
peptídeo, e o tratamento com memantina e a associação de lítio e memantina 
aumentou os níveis desta citocina. O peptídeo induziu aumento nos níveis das 
citocinas IL-1β e TNF-α e o tratamento com lítio, memantina e associação destes 
conseguiram reverter este efeito. O tratamento com lítio e memantina mostrou ter 
resultados benéficos na neuroinflamação e sua associação pode ser uma alternativa 
promissora na redução dos danos de memória espacial observados em demências 
como na DA. 
 






Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia in the elderly. It is 
characterized by progressive cognitive dysfunction with accumulation of β-amyloid 
peptide 1-42 (Aβ1-42) extracellular, intracellular neurofibrillary tangles, glutamatergic 
excitotoxicity and neuroinflammation. The current pharmacological treatment is not 
fully effective. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of lithium 
and/or memantine in spatial memory and neuroinflammation in an AD-like animal 
model induced Aβ1-42 peptide. It were used 80 adult male Wistar rats, which 
underwent stereotactic surgery and after 72 hours was administered 
intrahippocampal the Aβ1-42 peptide or artificial cerebrospinal fluid (ACSF). After 24 
hours, started on treatment with memantine orally (5 mg/kg), lithium (5 mg/kg) water 
or association between memantine and lithium for 17 days. Among 15th and 19th was 
carried out radial maze behavioral test, which evaluated the total time, total errors, 
reference and work memory errors. On the last day, the animals were euthanized, 
and the frontal cortex and hippocampus were dissected for analysis of TNF-α, IL-1β 
and IL-4 levels.  Radial maze test results show that the control group (ACSF+water) 
reduced the total time and error to find the food different from Aβ1-42+water group, 
which reduced the time and errors only on the last day. The Aβ1-42+lithium group 
reduced the time in the 3rd and 4th day and mistakes every day test; the Aβ1-
42+memantine group reduced the time and errors in the 3rd and 4th day, while the Aβ1-
42+lithium+memantine group reduced the time on all test days, reversing memory 
damage induced by peptide Aβ1-42. Moreover, the animals that received the 
association obtained a small number of errors from the first day compared to peptide 
alone group. Regarding the cytokines in the frontal cortex, there was a decrease in 
IL-4 level in the peptide group and this effect was reversed by lithium, memantine 
and association thereof; an increase occurred in IL-1β levels, and this was reversed 
by lithium, memantine and association of these; since TNF-α level was not altered. In 
the hippocampus, there was a decrease in IL-4 levels in the peptide group and 
treatment with memantine and the association of lithium and memantine increased 
levels of this cytokine. The peptide induced increase in the IL-1β and TNF-α levels 
and the treatment with lithium and memantine association reversed this effect. The 
treatment with lithium and memantine was shown to have beneficial results in 
neuroinflammation and their association may be a promising alternative in reducing 
memory space damage as seen in the AD-like dementias. 
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Aβ42        β-amiloide com 42 aminoácidos, do inglês Amyloid- β with 42 aminoacids; 
  BACE1     Enzima de Clivagem do Sítio β da Proteína Precursora Amiloide, do inglês   
Beta-site APP-Cleaving Enzyme 1;  
BcL-2       Linfoma de células B-2, do inglês B-cell Lymphoma 2; 
BDNF       Fator neurotrófico derivado do cérebro, do inglês Brain derived 
neurotrophi factor; 
C83          Carbono-terminal do aminoácido 83; 
C99          Carbono-terminal do aminoácido 99; 
Ca2+         Cálcio; 
CEUA      Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais; 
CONCEA Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal; 
COX-2      Ciclooxigenase-2; 
DA           Doença de Alzheimer; 
ELISA      Imunoensaio Enzimático, do inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; 
FDA         Administração de alimentos e drogas, do inglês Food and Drug  
Administration;  
GDNF       Fator neurotrófico derivado de células gliais, do inglês Glial cell derived     
neurotrophic factor; 
GSK-3β    Glicogênio sintase cinase 3β, do inglês Glycogen synthase kinase-3β; 
i.c.v.         Intracerebroventricular; 
i.h.            Intrahipocampal; 
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A causa mais comum de demência em idosos é a doença de Alzheimer 
(DA), com prevalência de 5% depois dos 65 anos de idade, aumentando 
aproximadamente para 30% a partir dos 85 anos (GALIMBERTI, 2012). A DA é 
geralmente classificada de acordo com a idade que inicia, o principal fator de risco 
para a desenvolver a DA esporádica (de início tardio) é a idade, a maioria (>95%) 
dos indivíduos têm uma idade de início acima dos 65 anos de idade, enquanto que 
aproximadamente 1-5% têm um início mais precoce, ou seja, com idade inferior a 65 
anos de idade, (DA de início precoce) que são clinicamente indistinguíveis. No 
entanto, a DA de início precoce é geralmente mais grave, com uma taxa mais rápida 
de progressão (RADEMAKERS; CRUTS; BROECKHOVEN, 2003). A DA de início 
tardio está se tornando cada vez mais prevalente na população, com mais de 15 
milhões de pessoas afetadas no mundo inteiro, e sua causa é multifatorial, causada 
pelo envelhecimento em conjunto com uma interação complexa de ambos os fatores 
de risco ambientais e genéticos (BU, 2009). Em contrapartida, a DA de início 
precoce (familiar) é uma rara doença autossômica dominante, podendo ser causada 
por mutações nos genes da proteína precursora amiloide (APP) localizado no 
cromossomo 21; gene da presenilina 1 localizado no cromossomo 14 e gene da 
presenilina 2 no cromossomo 1, ambos ligados ao metabolismo dos peptídeos Aβ 
(RADEMAKERS; CRUTS; BROECKHOVEN, 2003; ZEKANOWSKI et al., 2004; 
BLENNOW et al., 2006) e a expressão do gene da apolipoproteína E (ApoE) no alelo 
e4. Vários dos receptores da ApoE interagem com a APP modulando o seu tráfego e 
processamento da APP, além de transportar o colesterol diretamente para o cérebro 
(ZEKANOWSKI et al., 2004; BLENNOW et al., 2006; BU, 2009). 
Segundo Alzheimer’s Association (2011), a DA é a sexta principal causa 
de morte nos Estados Unidos e a quinta principal causa de morte em idosos acima 
de 65 anos, sendo que o total de gastos em 2011 para cuidados especiais em saúde 
para estes idosos com DA e outras demências foi estimado em aproximadamente 
183 milhões de dólares, sem incluir as contribuições dos cuidadores voluntários. Em 
função da melhoria dos recursos na área da saúde, as mortes causadas por outras 
doenças, como: doenças cardíacas, acidente vascular cerebral e o câncer de 
próstata diminuíram entre os anos 2000 a 2008. Em contrapartida, as mortes 
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causadas pela DA aumentaram aproximadamente 66% durante esse período, 
devido a uma maior expectativa de vida e um aumento contínuo da idade média da 
população (WHO - World Health Organization, 2012). 
A DA é caracterizada clinicamente por disfunção cognitiva progressiva, 
perda do julgamento, tomada de decisões e orientação prejudicada, frequentemente 
acompanhada em fases posteriores por distúrbios psicocomportamentais e de 
linguagem (GALIMBERTI, 2012). Os primeiros sintomas comportamentais da 
demência incluem problemas de memória na recordação imediata, na memória de 
curto ou longo prazo (LEIFER, 2009), incluindo déficit da memória visuoespacial 
(KASKIE; STORANDT, 1995). Na DA a queixa de memória pode ser atribuída a um 
déficit na codificação, manutenção e recuperação da informação. A incapacidade 
para codificar e recuperar a memória está presente nas fases iniciais da doença e se 
deteriora durante o progresso da mesma (AGGARWAL et al., 2005).  Um déficit na 
obtenção de novas informações e uma alta taxa de esquecimento são 
características da DA (PASQUIER, et al., 2001). No entanto, todas observações 
relacionadas à memória são baseadas em testes comportamentais, nos quais o 
desempenho de memória deficiente poderia ser resultado de qualquer déficit no 
processamento de informações (LI; TANG; CHEN, 2016). As principais estruturas 
cerebrais responsáveis pelas memórias declarativas episódicas e semânticas são 
duas estruturas intercomunicadas do lobo temporal: o hipocampo e o córtex 
entorrinal. Ambas também trabalham em comunicação com outras regiões do córtex. 
As lesões características em cada região cerebral aparecem primeiramente no 
córtex entorrinal e no hipocampo, e posteriormente, no córtex pré-frontal e parietal.  
Lesões no córtex pré-frontal afetam intensamente a tomada de decisões de 
portadores da DA e a atribuição de valor moral às ações alheia é inibida, 
principalmente à do próprio sujeito (IZQUIERDO, 2011). 
A detecção e a intervenção precoce na DA são extremamente 
importantes. Inicialmente, a grande maioria dos pesquisadores concordavam que o 
déficit cognitivo precoce e predominante na DA é devido a perda de memória 
declarativa episódica (LI; TANG; CHEN, 2016). Porém, agora a memória de trabalho 
também oferece uma nova visão sobre a teoria da memória, que é definida como a 
capacidade de reter informação que está ausente em mente por breves períodos de 
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tempo (BADDELEY, 2012). Esta memória está intimamente relacionada com o 
desempenho de atividade diária (LI; TANG; CHEN, 2016).  
Neuropatologicamente, a DA é caracterizada pelo acúmulo do peptídeo β-
amiloide (Aβ) formando as placas senis no meio extracelular. Há também a 
formação de emaranhados neurofibrilares intracelular (LAFERLA; GREEN, 2012). 
Em função disso, ocorrem a perda sináptica, inflamação, dano oxidativo e morte 
neuronal, principalmente no córtex, hipocampo e amígdala (SELKOE; SHENK, 
2003). Porém, o diagnóstico definitivo da DA só pode ser obtido na autópsia 
postmortem, no qual observa-se extensa perda neuronal e lesões cerebrais 
(presença de placas senis e emaranhados neurofibrilares), no córtex cerebral, 
hipocampo e amígdala analisados em exame microscópico (RADEMAKERS; 
CRUTS; BROECKHOVEN, 2003). 
As placas senis resultam do acúmulo extracelular anormal e deposição do 
peptídeo Aβ com 40 ou 42 aminoácidos (Aβ40 e Aβ42). Estes são subprodutos da 
sequência das clivagens proteolíticas da APP (SERRANO et al., 2011). Esta é 
considerada uma glicoproteína de membrana encontrada nas superfícies celulares, 
endossomos, retículo endoplasmático e nas membranas de Golgi de diversos tipos 
celulares. É codificada pelo gene da APP localizado no cromossoma 21. Portanto, 
indivíduos com síndrome de Down, que possuem três cópias do cromossomo 21 
(trissomia do cromossomo 21), possuem também três cópias do gene APP, com 
isso, desenvolvem os sinais clínicos e patológicos da DA de início precoce (BORDJI; 
ORTEGA; BUISSON, 2011). 
Já se passaram quase trinta anos após a identificação do peptídeo Aβ 
produzido a partir da APP através clivagens endoproteolíticas (KANG et al., 1987). A 
APP sofre duas clivagens proteolíticas consecutivas que pode impedir ou causar a 
formação do peptídeo Aβ (SELKOE, 2001). Na primeira etapa, a parte extracelular 
da APP é clivada a partir da superfície celular, pela α- ou β-secretase. A clivagem da 
APP pela α-secretase evita a formação do peptídeo Aβ e leva a formação e 
liberação de um grande fragmento solúvel extracelular da APP, a APP-α secretada 
(sAPPα) e de um fragmento não-amiloidogênico C-terminal do aminoácido 83 (C83) 
(HAASS, et al. 2012). Por outro lado, em uma via amiloidogênica, a APP poderia 
alternativamente ser clivada no C-terminal do aminoácido 99 (C99) pela β-secretase, 
uma aspartil-protease conhecida como BACE1 (enzima de clivagem do sítio β da 
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APP) (HUSSAIN et al., 1999), liberando um curto fragmento solúvel extracelular da 
APP, o segregado da APP-β (sAPPβ) no espaço extracelular e deixa um fragmento 
C-terminal do aminoácido 99 no interior da membrana. A BACE1 medeia a primeira 
clivagem amiloidogênica (CAI et al., 2001; LUO et al., 2001). Em uma segunda 
etapa, ocorre a clivagem proteolítica na porção intramembrana, onde os fragmentos 
C83 ou C99 são clivados pela γ–secretase dentro da bicamada lipídica para gerar a 
liberação do peptídeo p3 não-amiloidogênico ou liberação dos resíduos de 40-42 
aminoácidos do peptídeo Aβ (STEINER; HAASS, 2000). Além disso, revelou-se que 
a γ-secretase é um complexo ativo de alto peso molecular composta de presinilina 1 
e 2 (PS1 e PS2), nicastrina, APH-1 (do inglês anterior pharynx defective) e 
potenciador de presinilina (PEN-2) (FRANCIS et al., 2002). O peptídeo Aβ1-42 exibe 
propriedades hidrofóbicas mais elevadas que o peptídeo Aβ1-40, sendo assim, mais 
suscetível de estar envolvido na formação de fibrilas. Inversamente, Aβ1-42 
representa apenas cerca de 10% do total da espécie Aβ produzida no parênquima 
do cérebro, enquanto que Aβ1-40 é a isoforma mais abundante liberada após 
transformação da APP (HAASS, 2004). 
Normalmente, o Aβ é gerado pelas células e circula pelos fluidos 
extracelulares, todavia, qualquer alteração no equilíbrio entre a liberação e a 
remoção do Aβ irá acarretar no aumento de seus níveis (SELKOE, 2000). Na DA a 
detoxificação dos peptídeos Aβ está prejudicada. Uma das vias de eliminação 
destes peptídeos é mediada pelos seguintes receptores: apolipoproteína E (ApoE), 
proteína relacionada com o receptor da lipoproteína de baixa densidade 1 (LRP1), 
receptor de lipoproteína de baixa densidade (LDLr) e receptor de lipoproteína de 
muito baixa densidade (VLDLr). Estes estão presentes nas células do parênquima 
cerebral (micróglias, astrócitos e neurônios), que ao longo da via de drenagem do 
fluído intersticial, retiram as proteínas Aβ através da barreira hematoencefálica. A 
outra via de eliminação ocorre através da degradação proteolítica mediada por 
endopeptidases (BU, 2009). 
Os emaranhados neurofibrilares são filamentos helicoidais emparelhados 
que são produzidos devido a hiperfosforilação da proteína tau, que é expressa nos 
neurônios, cuja principal função fisiológica é a regulação da estabilidade dos 
microtúbulos no axônio (PERRIN, 2009). A hiperfosforilação da tau ocorre devido a 
desregulação das modificações pós traducionais, como a desregulação da 
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fosforilação de resíduos de serina e treonina. Esta Os microtúbulos formam o 
citoesqueleto e são essenciais para a manutenção da estrutura neuronal e o 
transporte axonal de várias substâncias, como os neurotransmissores. O grau de 
fosforilação da proteína tau é inversamente proporcional a sua capacidade de 
estabilização, quanto maior a fosforilação, menor a estabilidade (ANTONIO; 
SIQUEIRA-BATISTA, 2012). 
O sistema glutamatérgico também está envolvido na fisiopatologia da DA. 
Os receptores ionotrópicos de glutamato, principalmente os receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) estão envolvidos no mecanismo celular da aprendizagem e 
memória (RAI et al., 2013). Entretanto, na DA está envolvida a excitotoxicidade 
glutamatérgica, uma vez que há influxo excessivo e prolongado de íons de cálcio 
(Ca2+) por estes receptores, podendo desencadear uma cascata de eventos que 
levam a lesão e morte neuronal. Os mecanismos que conduzem à condição de 
membranas cronicamente despolarizadas em neurônios vulneráveis no cérebro com 
DA pode ser devido a uma interação complexa entre o estresse oxidativo, 
insuficiência mitocondrial, inflamação cerebral crônica e a presença de peptídeos Aβ 
e possivelmente a tau hiperfosforilada (WENK; PARSONS; DANYSZ, 2006). A perda 
precoce de neurônios glutamatérgicos na DA ocorre comumente no lobo temporal 
medial e hipocampo (GREENAMYRE; YOUNG, 1989; HU et al., 2012).  Além disso, 
é possível que a desregulação da transmissão glutamatérgica possa aumentar a 
produção de peptídeos Aβ, representando um risco de desenvolvimento da DA 
(BORDJI, 2011). 
Outro mecanismo fisiopatológico da DA envolve a atividade exacerbada 
da glicogênio sintase cinase 3β (GSK-3β), uma serina/treonina cinase. 
Consequentemente sua inibição reduz a formação das placas amiloides e 
emaranhados neurofibrilares presentes na DA (PHIEL et al., 2003). A GSK-3β está 
intimamente envolvida na hiperfosforilação da tau, no aumento da produção de Aβ 
através de sua ação na γ-secretase, nas respostas inflamatórias e diminuição da 
memória (HOOPER; KILLICK; LOVESTONE, 2008). Além disso, regula a produção 
mediada pelos receptores toll-like de citocinas pró e anti-inflamatórias (MARTIN et 
al., 2005; WANG; BROWN; MARTIN, 2011) influenciando a morte neuronal. Estes 
dados possibilitam identificar que os inibidores da GSK-3β podem tornar-se novas 
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abordagens terapêuticas promissoras e eficazes para o tratamento futuro da DA 
(MARTINEZ; PEREZ, 2008). 
Processos neuroinflamatórios são conhecidos por também contribuírem 
no dano neuronal e consequentemente no desenvolvimento da DA (SPENCER et 
al., 2011). Processos inflamatórios consistem numa resposta imune inata do 
cérebro, que envolve principalmente a ativação das micróglias, que são capazes de 
proteger e reparar tecidos e neurônios, e levam à uma série de alterações celulares 
e moleculares, indução de sinalização intracelular e liberação de mediadores 
inflamatórios, como citocinas pró-inflamatórias, no sistema nervoso central (SNC) 
(ZHANG; JIANG, 2014). A presença das micróglias com intensa produção de 
citocinas pró-inflamatórias, torna-se uma característica da patologia cerebral 
presente na DA (MRAK; GRIFFIN, 2005). A superfície das micróglias está equipada 
com numerosos transportadores, canais e receptores, incluindo receptores de 
reconhecimento padrão, principalmente receptores Toll-like, Nod-like e scavenger. 
Estes receptores são capazes de reconhecer moléculas potencialmente nocivas e 
ativar o sistema imune inato no SNC (SALMINEN et al., 2009; KIGERL et al., 2014). 
A ativação das micróglias e astrócitos no cérebro produzem vários fatores 
inflamatórios, incluindo citocinas, quimiocinas, prostanóides, espécies reativas de 
oxigênio (ERO) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (HENEKA; O'BANIONA, 2007). Através 
de estímulos inflamatórios, micróglias e astrócitos sofrem mudanças morfológicas e 
secretam diversos mediadores inflamatórios, como interleucina-1β (IL-1β), óxido 
nítrico, prostaglandina E2 e fator de necrose tumoral-α (TNF-α), facilitando 
processos inflamatórios no SNC (NAHMAN, BELMAKER; AZAB, 2011). O estresse 
oxidativo, pode ser visto como uma causa, ou como consequência da 
neuroinflamação, através da produção de ERO (HENSLEY, 2010).  
A ativação da micróglia atualmente é caracterizada por dois fenótipos: tipo 
M2 e tipo M1 (HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014). Entre os subtipos de M2, encontra-
se a ativação M2a que é caracterizada pela expressão do receptor de manose 1 e 
pela capacidade de modular a matriz extracelular com a expressão de proteínas 
quitinase-3 e arginase 1 (LATTA et al., 2015), uma vez que, a IL-4 estimula a 
atividade da arginase nos macrófagos/micróglias, o que lhes permite converter 
arginina em ornitina, um precursor de poliaminas e de colágeno, contribuindo deste 
modo para a produção da matriz extracelular (KREIDER, et al. 2007). Citocinas 
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sintetizadas por resposta de linfócitos T auxiliares do subconjunto Th2, tais como a 
IL-4, podem levar à supressão de respostas Th1, eliminação de citocinas pró-
inflamatórias em macrófagos/micróglias, células T e astrócitos (BROWN, 1997). Uma 
variedade de citocinas controlam fortemente a amplificação e a redução de cada um 
dos estados da micróglia. A IL-4 é considerada a citocina mais potente para a 
resposta imunológica M2a. A indução de um fenótipo M2a por exposição a IL-4 tem 
indicado redução da deposição dos peptídeos Aβ1-42 em estudos in vivo (KREIDER, 
et al., 2007; KIYOTA, et al., 2010; CHAKRABARTY, et al., 2012).  
Quando as micróglias estão ativadas em tipo M1, associa-se a uma 
resposta exacerbada e crônica das micróglias, que ocasiona aumento da expressão 
de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), produção de ERO e mediadores pró-
inflamatórios, como TNF-α, IL-1β, interleucina-18 (IL-18); e a diminuição da secreção 
de fatores neurotróficos, como fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), fator 
de crescimento derivado do nervo (NGF) e fator neurotrófico derivado de células 
gliais (GDNF) (FERREIRA et al., 2014). Portanto, quando as micróglias estão 
ativadas cronicamente, possuem sua capacidade reduzida de fagocitar os peptídeos 
Aβ, consequentemente isso acaba dificultando a eliminação dos peptídeos Aβ, que 
por sua vez, acabam ativando constantemente as micróglias, resultando em mais 
danos neuronais e teciduais (FLODEN et al., 2005). Também podem ser detectados 
no sangue de pacientes com DA vários mediadores inflamatórios aumentados, 
incluindo o TNF-α, IL-6 e IL-1β (SWARDFAGER et al., 2010).  
Estes mecanismos fisiopatológicos elencados acima, são investigados 
através de importantes ferramentas, como os modelos animais. Estes são de 
fundamental importância para buscar constantemente novos mecanismos 
fisiopatológicos da doença, bem como novas possíveis alternativas terapêuticas. A 
maior relevância encontra-se no fato de que muitas investigações sobre 
mecanismos da doença e de fármacos não se pode realizar em humanos somente 
em modelos animais. Portanto, a escolha de um modelo animal em detrimento de 
outro é importante e vai depender de sua semelhança com o ser humano em termos 
de anatomia, fisiologia e metabolismo. As espécies mais comumente utilizadas são 
os roedores, pois proporcionam um baixo custo, são de fácil manuseio, e como são 
seres menores, podem ser utilizados em maior quantidade (CHAVATTE-PALMER; 
TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016). Além disso, os sistemas neuronais de 
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todas as espécies de mamíferos são muito semelhantes (o homem, o rato e o 
camundongo possuem lobos cerebrais), tornando-se possível fazer interferências 
sensatas de achados numa dessas espécies menores e relacioná-las aos humanos. 
Reações bioquímicas no cérebro do rato e do homem tem efeitos parecidos sobre a 
memória em ambas as espécies (IZQUIERDO, 2011). Portanto, modelos animais 
com administração do peptídeo Aβ são utilizados como modelos para estudar a DA, 
já que induzem dano no processo de aprendizagem e memória, assim como 
presente na DA (SHANKAR et al., 2009; POZUETA; LEFORT; SHELANSKI, 2013). 
Além desses, também se utilizam modelos animais modificados geneticamente para 
desenvolverem a DA (DONG et al., 2008; LIU et al., 2014; NUNES, 2015).   
Atualmente a farmacoterapia da DA inclui a melhoria temporária, 
estabilização ou diminuição dos sintomas cognitivos, funcionais e comportamentais, 
e retardo do declínio sintomático, porém, menos do que se espera. Com isso, o 
tratamento atual pode reduzir a sobrecarga do cuidador, desde que esteja ciente que 
as melhorias clínicas podem não ser sempre evidentes (FARLOW; CUMMINGS, 
2007). Segundo Geldmacher (2003), na ausência de meios para reverter os 
processos patológicos da DA, entre os objetivos da farmacoterapia encontram-se: 
preservação da capacidade cognitiva e funcional, redução dos distúrbios 
comportamentais e diminuição da progressão dos efeitos provocados pela 
destruição de neurônios e consequentemente a manutenção da qualidade de vida 
dos pacientes e cuidadores. Entre os cinco medicamentos aprovados para o 
tratamento da DA pela Food and Drug Administration (FDA), quatro deles são 
inibidores da colinesterase (donepezil, galantamina, rivastigmina e tacrina) e são 
aprovados para a fase leve e moderada da doença. Além disso, há a memantina, 
que é um antagonista dos receptores NMDA, aprovada para a fase modera e fase 
severa da doença (SALLOWAY; CORREIA, 2009).  
A memantina reduz o declínio cognitivo em pacientes com DA moderada 
e severa, uma vez que, reduz a excitotoxicidade induzida pelo glutamato, aliviando 
assim, os sintomas da doença (REISBERG et al., 2003). Sendo assim, este fármaco 
é seguro em aprimorar as capacidades cognitivas e funcionais de pacientes com DA 
moderada a grave, quer como monoterapia ou em combinação com o inibidor da 
colinesterase donepezil. Embora ainda haja debate sobre a eficácia da memantina 
no tratamento de estágios iniciais desta doença, dados emergentes sugerem seu 
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efeito potencial em pacientes com DA leve a moderada (TAMPI; DYCK, 2007). 
Também se tem mostrado sua eficácia em proteger neurônios dopaminérgicos 
contra danos induzidos por lipopolissacarídeo (LPS), por aumentar a produção de 
GDNF, e pelo seu efeito anti-inflamatório, por inibir a ativação exacerbada das 
micróglias, que é independente dos receptores NMDA (WU et al., 2009). O 
tratamento com uma baixa dose de memantina induziu efeitos anti-inflamatórios em 
estudos pré-clínicos (CHEN et al., 2012). 
Portanto, é necessário investigar novos alvos terapêuticos para a DA. 
Entre estes alvos potenciais encontra-se o lítio, que está se tornando cada vez mais 
implicado como um fármaco que pode ter efeitos benéficos no envelhecimento e em 
doenças neurodegenerativas. Este é utilizado para tratar condições psiquiátricas tais 
como transtorno do humor bipolar, e também possui efeitos neuroprotetores 
interessantes, sendo capaz de promover a neurogênese, aumentar os níveis de 
neurotrofinas, principalmente o BDNF e também inibir a GSK-3β, que está envolvida 
na DA (SOFOLA-ADESAKIN et al., 2014).  
O lítio (Li+) monovalente compete com o magnésio (Mg2+) bivalente, 
sendo semelhantes os raios iônicos destes cátions, tornando a capacidade do lítio 
para se ligar aos sítios do Mg2+. Portanto, o lítio pode inibir diversas enzimas que 
dependem de Mg2+ como um cofator. A competição entre o Li+ e Mg2+ por estes 
sítios de ligação tem uma influência significativa sobre a atividade de várias enzimas 
e a liberação de seus produtos metabólicos. Assim, a GSK-3β, monofosfatase de 
inositol (IMP) e agamaglobulinemia tirosina cinase (Akt) são alvos importantes do 
lítio (FORENZA; DE-PAULA; DINIZ, 2014). A ativação da Akt induz efeitos 
neuroprotetores, provavelmente, devido à modulação de alvos como FOXO, Bad, e 
MDM2 (do inglês murine double minute 2) (CAMINS et al., 2009). Adicionalmente, o 
lítio pode reduzir a síntese dos peptídeos Aβ por afetar o processamento da APP, 
mas não modula a atividade do proteossoma, não aumentando sua degradação 
(SOFOLA- ADESAKIN et al., 2014).  
As propriedades anti-inflamatórias do lítio começaram a surgir em meados 
de 1970, ao observarem que o lítio é capaz de inibir a síntese de prostaglandinas 
(KARMAZY; MANKU; HORROBIN, 1978) e reduzir a produção de mediadores pró-
inflamatórios induzidos por LPS (NAHMAN; BELMAKER; AZAB, 2011). Além disso, 
o tratamento crônico com lítio pode atenuar a produção de ácido araquidônico, uma 
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característica marcante da resposta inflamatória inata (BASSELIN et al., 2007), e 
aumentar os níveis de citocinas sintetizadas pelos linfócitos T auxiliares do 
subconjunto Th2, como a IL-4 e IL-10, uma vez que, na DA os níveis destas 
citocinas encontram-se reduzidas (RAPAPORTI; MANJU, 2001). 
Os efeitos do lítio sobre alterações no estado de fosforilação das 
subunidades do receptor NMDA podem impedir ou modular o aumento do cálcio 
intracelular mediado por estes receptores nos neurônios (NONAKA; HOUGH; 
CHUANG,1998). Subunidades dos receptores NMDA são alvos para a GSK-3. O 
tratamento crônico com lítio suprime a função destes receptores por meio da 
modulação do estado de fosforilação do receptor mediado por esta cinase, 
diminuindo então, a ativação da Src-cinase, fazendo com que ocorra a inibição da 
fosforilação da tirosina da subunidade NR2B do NMDA, ocorrendo assim, a 
regulação deste receptor. O que representa pelo menos uma parte dos mecanismos 
moleculares pelos quais o lítio altera a função cerebral e exerce a sua eficácia 
clínica (CAMINS et al., 2009). O lítio modula a hiperatividade dos receptores NMDA 
fornecendo proteção aos neurônios contra apoptose induzida por excitotoxicidade 
glutamatérgica. O que faz com que estes dados possuam relevância, uma vez que, 
atualmente o único fármaco utilizado para bloquear a excitotoxicidade 
glutamatérgica é a memantina (CHALECKA-FRANASZEK; CHUANG, 1999).Assim, 
considerando que a expectativa de vida humana está aumentando e 
consequentemente tem-se mais idosos, a DA está se tornando cada vez mais 
prevalente, uma vez que, a idade é o maior fator de risco para desenvolver esta 
doença. Esta acaba sendo altamente incapacitante, uma vez que, o indivíduo torna-
se completamente dependente de cuidadores e familiares para quaisquer atividades 
cotidianas, devido ao declínio de funções cognitivas, como a dificuldade progressiva 
em reter memórias recentes, adquirir novos conhecimentos, a perda do julgamento e 
tomada de decisões. Após mais de 100 anos de descoberta da DA, apenas cinco 
fármacos são aprovados para o tratamento da DA, entre eles a memantina. Este 
fármaco é o que menos causa efeitos colaterais e reduz a excitotoxicidade 
glutamatérgica, consequentemente, acaba reduzindo a morte neuronal. Contudo, os 
fármacos para a DA estão longe do ideal, já que não são capazes de reverter a 
fisiopatologia da doença ou a progressão da mesma. Desse modo, há uma grande 
necessidade de ampliar o conhecimento a respeito de outros fatores 
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neuropatológicos relacionados a DA para a busca de novos alvos terapêuticos que 
poderão retardar ou interromper as alterações patológicas iniciais da doença, 
evitando a progressão da mesma. Atualmente, os efeitos neuroprotetores 
promovidos pelo lítio em estudos pré-clínicos estão sendo promissores para a DA. 
Portanto, este fármaco torna-se um alvo potencial para se investigar o efeito do 






2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Avaliar o efeito do lítio, memantina e associação de lítio e memantina na 
memória espacial e na neuroinflamação em um modelo animal tipo DA induzido pela 
administração intrahipocampal do peptídeo Aβ1-42. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar a memória espacial, através do labirinto octogonal (radial maze) 
de animais tratados com lítio, memantina e associação de lítio e memantina em um 
modelo animal tipo DA induzido pela administração intrahipocampal do peptídeo Aβ1-
42; 
 
 Avaliar os níveis das citocinas IL-4, IL-1β e TNF-α em animais tratados 
com lítio, memantina e associação de lítio e memantina em um modelo animal tipo 








Foram utilizados 80 ratos Wistar machos adultos pesando em média 280g 
à 380g. Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense (UNESC) e mantidos em gaiolas em ciclo claro/escuro de 12h, com 
alimentação e água, disponíveis, com temperatura entre 22 ± 1º C.  
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 
as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
(CONCEA): Diretriz da prática de eutanásia do CONCEA e Diretriz brasileira para o 
cuidado e a utilização de animais para fins científicos e didáticos. O projeto foi 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) 
experimentais da UNESC sob protocolo 024/2015-1, conforme anexo A. 
 
3.2 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA PARA INDUÇÃO DO MODELO ANIMAL DE 
DEMÊNCIA  
 
Baseando-se que que o hipocampo é uma das principais estruturas 
cerebrais responsável pelas memórias declarativas episódicas e semânticas 
(IZQUIERDO, 2011), e que na DA ocorre a perda desta memória (PASQUIER, et 
al., 2001; LEIFER, 2009), foi administrado o peptídeo Aβ1-42 diretamente no 
hipocampo através da implantação de cânulas guias por meio da cirurgia 
estereotáxica. Ratos Wistar machos adultos (100-120 dias) foram anestesiados com 
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal e colocados no 
aparelho estereotáxico. Foi realizado uma incisão na pele da cabeça do animal de 
aproximadamente 1 cm, para expor a calota craniana. Posteriormente, foi realizado 
uma leve raspagem com peróxido de hidrogênio 10V para visualização do bregma, o 
qual a partir deste, foram executadas as medidas para localização do hipocampo. 
Depois de localizada a coordenada do hipocampo, foi utilizado uma broca carbide 
cirúrgica para perfuração do crânio do animal. Para induzir as características da 
patogênese da demência tipo DA nos animais, utilizou-se o peptídeo Aβ1-42 que foi 
dissolvido em fluido cerebroespinhal artificial (ACSF), 100 pmol/µL. Este peptídeo foi 
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incubado a 37°C durante 7 dias para se obter a forma agregada para posterior 
administração intrahipocampal (i.h.) após a cirurgia estereotáxica (CHRISTENSEN et 
al., 2008). Foi administrado 2 uL do peptídeo Aβ1-42 (100 pmol/µL) bilateralmente no 
hipocampo dorsal, totalizando 4 uL, através de uma cânula guia (barra incisora 
fixado em 1,2 mm lateral, 2,0 mm posterior ao bregma; 3,9 mm ventral) 
(CHRISTENSEN et al., 2008). Após o término da cirurgia os animais foram mantidos 
em local aquecido com um aquecedor elétrico até despertarem da anestesia. Foi 
adicionado 0,2 mg/mL de dipirona sódica na água das garrafas de beber dos 
animais, disponível ad libidum durante 24 horas, para minimizar a dor pós cirúrgica.  
 
3.3 TRATAMENTO SUB-CRÔNICO 
 
Após um dia da administração intrahipocampal do peptídeo Aβ1-42 ou 
ACSF, iniciou o tratamento com carbonato de lítio (5 mg/kg) (ZHAO et al., 2014) e 
cloridrato de memantina (5 mg/kg), via oral (v.o.) por gavagem (LIU et al., 2014) ou 
água da torneira, de acordo com o grupo experimental. Ambos os medicamentos 
foram triturados e diluídos em água da torneira, administrados por v.o. com auxílio 
de uma agulha especial para gavagem e seringa, a um volume de 1 mL/kg de peso 
corporal do animal, durante 17 dias, aproximadamente às 10:30 horas. Os animais 
foram divididos em 8 grupos experimentais baseados nos tratamentos, como mostra 
o quadro 1 a seguir. No 14° dia de tratamento, os animais foram submetidos à 
habituação no aparato comportamental do labirinto octogonal, e nos próximos 4 dias 
consecutivos à habituação, ocorreu o teste, sendo no 15°, 16°, 17° dia de 
tratamento, e no último dia do teste do labirinto octogonal, no 18°, em que o animal 
não recebeu mais o tratamento por gavagem, pois ao finalizar o teste 




Quadro 1 – Grupos experimentais de acordo com o tratamento 
CONDIÇÃO EXPERIMENTAL 
Grupos Quantidade de animais por grupo 
1. Administrados com ACSF i.h. e 
tratados com água v.o. (ACSF+água) 
10 
2. Administrados com Aβ1-42 i.h. e 
tratados com água v.o.  (Aβ1-42+água) 
10 
3. Administrados com ACSF i.h e 
tratados com memantina v.o. 
(ACSF+memantina) 
10 
4. Administrados com Aβ1-42 i.h. e 
tratados com memantina v.o (Aβ1-
42+memantina) 
10 
5. Administrados com ACSF i.h e 
tratados com lítio v.o. (ACSF+lítio) 
10 
6. Administrados com Aβ1-42 i.h. e 
tratados com lítio v.o. (Aβ1-42+lítio) 
10 
7. Administrados com ACSF i.h e 
tratados com lítio e memantina v.o. 
(ACSF+lítio+memantina) 
10 
8. Administrados com Aβ1-42 i.h. e 





Fonte: do autor. 
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3.4 TESTE COMPORTAMENTAL 
3.4.1 Labirinto octogonal (Radial maze) 
 
Este teste comportamental tem como objetivo avaliar a memória espacial 
dos animais, no qual avaliou-se os seguintes parâmetros: erros de memória de 
trabalho (entrada em um braço que continha comida já previamente consumida); 
erros de memória de referência (entrada em um braço sem recompensa); erros 
totais e o tempo total (latência) que obtiveram para encontrarem a recompensa nos 
4 braços (PACKARD; WHITE, 1991). O aparato do labirinto octogonal, também 
conhecido como radial maze, possui 8 braços, numerados de 1 a 8 (48x12 cm), que 
se estende radialmente a partir de uma área central (32 cm de diâmetro), como 
mostra a figura 2.  O aparelho foi colocado 50 cm acima do chão, e foram colocadas 
figuras de pistas geométricas no final dos braços 1, 3, 5 e 7, correspondente aos 
braços onde coloca-se as recompensas. Dessa forma, no 14° dia de tratamento, o 
animal foi colocado neste aparato durante 10 minutos apenas para se habituar ao 
aparato, logo após foram retornados à caixa moradia, onde ficaram 22 horas sem 
ração. No dia seguinte, correspondente ao 15° dia de tratamento, o animal foi 
colocado novamente no aparato, porém já com a recompensa (cereais de chocolate) 
nos quatro dos oito braços do labirinto, como mencionado anteriormente. Foi 
anotado a entrada em cada braço, assim como, o tempo foi marcado em que cada 
animal demorou a encontrar os 4 cereais de chocolate. Após finalizar a tarefa, o 
animal foi retirado do aparato e retornado à caixa moradia. Após retornarem a caixa 
moradia, os animais receberam a ração do biotério e tiveram a ração durante 2 
horas disponível para alimentarem-se, assim os ratos permaneceram em jejum 
durante as 22 horas subsequentes. O mesmo foi realizado no 16°, 17° dias de 
tratamento, e após o último teste, 24 horas após o último dia de tratamento, os 
animais voltaram a se alimentar normalmente com a ração padrão do biotério e 
neste mesmo dia foram submetidos à eutanásia (FOYET et al., 2011; HRITCU; 




 Figura 2 – Aparato comportamental do labirinto octogonal 
  
 Fonte: do autor. 
 
3.5 EUTANÁSIA E DISSECÇÃO DE ESTRUTURAS CEREBRAIS 
 
Após a avaliação comportamental, os animais (n=10) foram submetidos à 
eutanásia após a finalização do teste comportamental por decapitação na guilhotina 
e foram dissecadas as estruturas cerebrais que fisiopatologicamente estão entre as 
mais afetadas na DA, o córtex frontal e hipocampo. Os animais ficaram aguardando 
a eutanásia na sala ao lado da sala de eutanásia para evitar que sentissem o cheiro 
do sangue. A guilhotina foi lavada em água corrente entre cada eutanásia. O córtex 
frontal e hipocampo foram dissecados, colocadas numa caixa térmica contendo 
nitrogênio para que fossem transportadas até o freezer -80oC, onde ficaram 
armazenadas, para posteriores análises das citocinas IL-4, IL-1β e TNF-α utilizando 
os kits de imunoensaio enzimático (ELISA). 
 
3.6 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA 
 
Primeiramente, para a dosagem das citocinas IL-4 (DY504), IL-1β 
(DY501) e TNF-α (DY510) através de kits de ELISA da R&D Systems (DuoSet), o 
córtex frontal e hipocampo dos animais de cada grupo experiental (n=5-6) foram 
homogeneizados com PBS (do inglês phosphate buffered saline) 1x concentrado, 
centrifugadas à 4oC por 10 minutos à 10.000 rcf. Retirou-se o sobrenadante e foi 
adicionado PBS na quantidade 1:1, e foi retirado uma alíquota para a dosagem de 
proteínas. A proteína total foi dosada de acordo com Lowry et al. (1951), usando 
albumina de soro bovino como padrão. De acordo com as instruções do fabricante, a 
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curva padrão (standart), foi analisada por quatro parâmetros logísticos através do 
software ELISA analysis disponível gratuitamente online. O standart demonstra uma 
relação direta entre a densidade ótica e as concentrações das citocinas. O resultado 
das citocinas (pg) foi dividido pelo valor da proteína total (mg) de acordo com cada 
amostra. Para a realização do teste, as placas de microtitulação (96 poços de fundo 
plano) foram incubadas over night com o anticorpo de captura (anticorpo primário). 
Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com wash buffer (PBS 1x 
concentrado com tween 20 a 0,05%), e em seguida, as placas foram bloqueadas 
com uma solução de PBS 1x concentrado com albumina 1% durante 1 hora. Em 
seguida, a curva padrão com 7 pontos (concentrações diferentes) diluídas em PBS 
1x concentrado e as amostras homogeneizadas foram incubadas na placa durante 2 
horas. Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com wash buffer, e em 
seguida, as placas foram incubadas com anticorpo de detecção (anticorpo 
secundário) durante mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado a 
estreptavidina conjugada à peroxidase por 20 minutos no escuro à temperatura 
ambiente, em seguida, o substrato para esta enzima (peróxido de hidrogênio e 
tetrametilbenzidina, 1:1) por mais 20 minutos, e para finalizar, foi pipetado o stop 
solution (ácido sulfúrico 2N) para interromper a atividade enzimática, sendo possível 
determinar os níveis das citocinas através de uma leitura analítica de absorbância à 















3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Os resultados foram analisados através do programa STATISTICA versão 
8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro–Wilk foi realizado para 
confirmar se os dados possuem uma distribuição normal. A curva padrão das 
citocinas foram analisadas em quatro parâmetros logísticos, e os resultados das 
citocinas foram avaliados por análise de variância ANOVA de duas vias. O teste post 
hoc de Duncan foi utilizado quando houve diferença significativa entre os grupos. Os 
resultados tiveram diferenças significativas quando p<0,05. Os dados foram 
representados como média ± erro padrão da média. E o tempo e erros totais do teste 
radial maze foi analisado por ANOVA de medidas repetidas, e erros de memória de 
referência e trabalho por ANOVA de duas vias. O teste post hoc de Duncan foi 
utilizado quando houve diferença significativa entre os grupos, quando o p<0,05. Os 





A figura 1A mostra a latência para encontrar a recompensa nos quatro 
braços, o qual foi observado interação entre a administração do Aβ1-42 e o tratamento  
[F (3,70) =2,36, p<0,01], e a figura 1B os erros totais que os animais cometeram até 
encontrar as recompensas, o qual também houve interação entre a administração do 
Aβ1-42 e o tratamento [F (3,70) =3,30, p<0,05]. O teste post hoc de Duncan mostrou 
que o grupo controle tratado com água reduziu a latência para encontrar a 
recompensa a partir do 2º dia de teste quando comparado ao 1º dia (p<0,005), e 
também no 3º e 4º dia (p<0,001), assim como, reduziu os erros no 3º (p<0,01) e 4º 
dia (p<0,001).  Os grupos controle tratados com lítio e memantina separadamente 
também aprenderam a tarefa, nos quais, houve redução significativa do tempo no 2º 
dia (p<0,05), e nos 3º e 4º dias (p<0,001), e nos erros no 3º (p<0,01) tratados com 
lítio e (p<0,05) tratados com memantina, no 4º dia (p<0,05) em ambos. O grupo 
controle tratado com lítio associado à memantina também reduziu o tempo para 
encontrar a recompensa quando comparado ao 1º dia de teste no 2º e 3º dias 
(p<0,05) e no 4º dia (p<0,0001). Nos erros apenas no 4º dia (p<0,05), porém isso se 
deve a melhor performance observada desde o primeiro dia quando comparado ao 
controle (p<0,05). Já nos animais submetidos a administração do Aβ1-42, para induzir 
característica tipo DA, não houve redução do tempo no 2º dia de teste comparado ao 
1º (p=0,65) nem no 3º (p=0,197), apenas reduziu no 4º dia (p<0,005), o mesmo foi 
observado nos erros (2º: p=0,063, 3º: 0,88, e 4º: p<0,01), porém em nenhum dos 
dias de teste os animais  administrados com Aβ1-42 foram tão rápidos ou erraram 
tanto quanto os controles (latência: 2º: p<0,05, 3º: p<0,001 e 4º dia: p<0,0001; Erros: 
1º: p<0,05, 2º: p<0,05, 3º: p<0,001 e 4º dia: p<0,05). Os tratamentos com lítio e 
memantina isoladamente conseguiram reverter esse dano do Aβ1-42 na memória 
espacial, o lítio a partir do 2º dia, sendo todos os dias comparados ao 1º (latência e 
erros: p<0,001), e a memantina apenas a partir do 3º dia (latência: p<0,0001; Erros: 
p<0,01), e ambos os tratamentos foram mais rápidos que o 4º dia do modelo (tempo: 
p<0,005; Erros: p<0,001). Já a associação reduziu a latência para encontrar a 
recompensa apenas a partir do 3º dia (p<0,05) e 4º (p<0,005) para o tempo de 
latência e não houve diferença entre os dias quando observados os erros. Porém, os 
animais já apresentaram uma performance melhor desde o 1º dia quando 
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comparado com o peptídeo, sendo 1º dia (latência: p<0,05; erros: p<0,01), 2º e 3º 
(latência e erros: p<0,01) e 4º (tempo: p<0,05). Assim, a associação parece ter sido 
melhor que os tratamentos isolados, já que desde o segundo dia os animais 
mostraram uma redução da latência e dos erros quando comparados ao modelo, e 
além disso, já no primeiro dia estes animais aprenderam mais rápido a tarefa, 
mostrando uma melhor performance cognitiva. 
 
Figura 1: Efeito do lítio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associação de lítio e 
memantina no teste do labirinto octogonal realizado em ratos Wistar administrados 
com Aβ1-42. A figura (A) mostra a latência para encontrar as recompensas em 
segundos e a figura (B) mostra os erros totais de entrada nos braços cometidos 
pelos animais até encontrar as recompensas. Os dados foram analisados por 
ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados 
estão expressos como média ± erro padrão da média de 9-11 animais por grupo, 
*p<0,05 quando comparado ao primeiro dia de teste do respectivo grupo, #p<0,05 
quando comparado ao respectivo dia de teste do grupo Aβ1-42+água, e $p<0,05 




A figura 2A mostra o erro de memória de referência a qual foi analisada 
por ANOVA de duas vias. Observou-se que houve interação entre a administração 
do Aβ1-42 e o tratamento [F (3,70) =4,44, p<0,005], sendo que o teste post hoc de 
Duncan apontou que a administração do peptídeo Aβ1-42 causou danos de memória 
espacial de referência nos animais quando comparado o último dia de teste com o 
controle (p<0,001) e que o tratamento com lítio e memantina isoladamente 
conseguiu reverter o dano observado (p<0,005) e ainda mais significativamente a 
associação (p<0,0001). A figura 2B mostra os erros de memória de trabalho, o qual 
houve interação entre a administração do Aβ1-42 e o tratamento [F (3,70) =3,77, 
p<0,05], sendo que no 4º dia o modelo retornou mais vezes aos braços onde já tinha 
ingerido a comida quando comparado ao controle (p<0,05) e o tratamento com 
memantina (p<0,05) e ainda mais significativo a associação lítio e memantina 
(p<0,001). 
 
Figura 2: Efeito do lítio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associação de lítio e 
memantina no teste de labirinto octogonal realizado em ratos Wistar administrados 
com Aβ1-42. A figura (A) mostra o número de entradas em braços que não continham 
recompensa, os quais foram considerados erros de memória de referência; e a 
figura (B) mostra o número de entradas em braços que a recompensa já tinha sido 
ingerida anteriormente, considerados erros de memória de trabalho. Os dados foram 
analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os 
estão expressos como média ± erro padrão da média de 9-11 animais por grupo. (A) 
*p<0,05 quando comparado o quarto dia de teste com todos os outros grupos. (B) 
*p<0,05 quando comparado o quarto dia de teste com o controle e o modelo tratado 
com memantina ou associação. 
 
Foi analisado por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc 
Duncan a citocina IL-4, IL-1β e TNF-α no córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos à administração do peptídeo Aβ1-42 e tratados com lítio, memantina ou 
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associação destes. A figura 3A mostra os níveis de IL-4 no córtex frontal. Quando 
analisado por ANOVA foi observado interação entre a administração do Aβ1-42 e o 
tratamento [F (3,25) =9,07, p<0,001]. O teste post hoc de Duncan mostrou que a 
administração do peptídeo Aβ1-42 reduziu os níveis da IL-4 quando comparado 
aogrupo  controle (p<0,01). O tratamento com lítio (p<0,05), memantina (p<0,0001) e 
associação destes (p<0,0001) conseguiu elevar novamente os níveis da IL-4, sendo 
que esses dois últimos apresentaram níveis de IL-4 maiores inclusive que o controle 
(p<0,05). No hipocampo (figura 3B), também foi observado interação entre a 
administração com Aβ1-42 e o tratamento [F (3,25) =8,94, p<0,001], e a administração 
do Aβ1-42 também reduziu IL-4 (p<0,05), porém, apenas o tratamento com 
memantina (p<0,001) e associação de lítio e memantina (p<0,001) reverteram essa 
diminuição, igualando novamente aos níveis do grupo controle.  
 
Figura 3: Efeito do lítio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associação de lítio e 
memantina nos níveis da citocina IL-4 em córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 
Wistar administrados com peptídeo Aβ1-42. Os dados foram analisados por ANOVA 
de duas vias seguido do teste post hoc de Duncan. Os dados estão expressos como 
média ± erro padrão da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado 
ao grupo ACSF+água, #p<0,05 quando comparado ao grupo Aβ1-42+água.  
 
Quando avaliada a IL-1β (figura 4A) no córtex frontal a ANOVA de duas 
vias observou-se interação entre a administração do peptídeo Aβ1-42 e o tratamento 
[F (3,24) =2,88, p<0,05]. Assim, nos animais que receberam o Aβ1-42 houve um 
aumento desta citocina quando comparado aos animais controle (p<0,01) e este 
aumento foi revertido pelo tratamento com lítio (p<0,05) memantina (p<0,001) e a 
associação de ambos (p<0,001). Estes dois últimos tratamentos reduziram esta 
citocina a níveis menores que o do grupo controle (p<0,05). No hipocampo, o 
Córtex frontal Hipocampo 
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ANOVA mostrou que a IL-1β (figura 4B) também apresentou interação [F (3,28) 
=2,86, p<0,05], o qual, a administração do Aβ1-42 aumentou os níveis desta citocina 
quando comparado aos animais controle (p<0,05) e o tratamento com lítio, 
memantina e associação de ambos reverteram este aumento (p<0,001). Vale 
ressaltar que quando avaliado a IL-1β em ambas estruturas, os tratamentos per se, 
causaram diminuição desta citocina quando comparados aos animais controle 
tratados com água. Talvez os tratamentos possam reduzir os níveis fisiológicos 
desta citocina, ou então, especula-se que a cirurgia estereotáxica, por ser uma 
cirurgia invasiva, possa ter ocasionado aumento de IL-1β, uma vez que, foi 
observado este mesmo efeito quando avaliado o TNF-α no hipocampo (estrutura a 
qual é fixada a cânula guia). Os tratamentos desta forma, teriam conseguido reduzir 
também a inflamação ocasionada pela cirurgia. Contudo, é importante mencionar 
que os animais que apresentaram sinais ou foram constatados com encefalite no 
momento da eutanásia, foram imediatamente excluídos do estudo.  
 
Figura 4: Efeito do lítio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associação de lítio e 
memantina nos níveis da citocina IL-1β em córtex frontal (A) e hipocampo (B) de 
ratos Wistar administrados com peptídeo Aβ 1-42. Os dados foram analisados por 
ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados estão 
expressos como média ± erro padrão da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05 
quando comparado ao grupo ACSF+água, #p<0,05 quando comparado ao grupo 
Aβ1-42+água.  
 
A figura 5A mostra os níveis de TNF-α no córtex frontal, o qual não houve 
interação no ANOVA de duas vias [F (3,28) =0,38, p=0,76], não havendo diferença 
entre os grupos. No hipocampo (figura 5B) houve interação [F (3,25) =3,451, 
p<0,05], porém a administração do peptídeo Aβ1-42 não aumentou os níveis de TNF-





memantina e associação de ambos, conseguiu reduzir os níveis desta citocina nos 
animais controle (p<0,001) e nos animais administrados com Aβ1-42 (p<0,001). 
Novamente não se pode afirmar se o efeito da medicação deu-se por redução dos 
níveis fisiológicos de TNF-α ou reverteram o dano ocasionado pela própria cirurgia. 
 
Figura 5: Efeito do lítio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associação de lítio e 
memantina nos níveis da citocina TNFα em córtex frontal (A) e hipocampo (B) de 
ratos Wistar administrados com peptídeo Aβ1-42. Os dados foram analisados por 
ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados estão 
expressos como média ± erro padrão da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05 




















5 DISCUSSÃO   
 
Considerando-se que o declínio cognitivo e o déficit da memória 
visuoespacial são sintomas clínicos da DA (KASKIE; STORANDT, 1995), o déficit de 
aprendizagem e memória espacial foi relatado em estudos com camundongos 
transgênicos da APP/PS1 modelo de DA (HSIAO et al., 1996; MORGAN et al., 2000; 
KIYOTA et al., 2011), no qual o presente estudo confirmou que a administração i.h. 
do peptídeo Aβ1-42 em ratos modelo de demência, levou ao dano de memória 
espacial, visto que o peptídeo Aβ causa toxicidade à célula induzindo danos 
cognitivos em humanos e roedores (HERRUP, 2010; JOHNSON et al., 2012), uma 
vez que, o depósito Aβ é a maior característica patológica da DA (JOHNSON et al., 
2012). Portanto, modelos animais com administração do peptídeo Aβ são utilizados 
como modelos para estudar a DA, já que induzem dano no processo da 
aprendizagem e memória como na DA (SHANKAR et al., 2009; POZUETA; 
LEFORT; SHELANSKI, 2013). 
Os efeitos do lítio analisados no presente estudo corroboram com 
achados da literatura em que mostram um possível papel protetor contra o declínio 
cognitivo em estudos pré-clínicos e clínico (NUNES; VIEL; BUCK, 2013; NUNES, 
2015). O tratamento com 300 ug/dia com carbonato de lítio de pacientes com DA 
durante 15 meses, mostrou nenhuma diminuição do desempenho no teste do mini-
exame do estado mental em comparação ao grupo que recebeu tratamento placebo, 
mostrando ser eficaz contra o declínio cognitivo em pacientes com diagnóstico 
clínico de DA (NUNES; VIEL; BUCK, 2013). Camundongos transgênicos da APP 
(modelo genético da DA) com ou sem tratamento com lítio (0,25 mg/kg) e WT 
(selvagem) ambos com 6 meses de idade, foram submetidos ao teste do labirinto de 
Barnes, no qual apresentaram uma redução significativa na latência para encontrar a 
caixa de fuga, mostrando que todos os animais nessa idade, tinham a capacidade 
de aprender a tarefa.  Os camundongos modelo de DA, após 3 meses avaliados 
novamente, mostraram latências significativamente mais altas para encontrar a caixa 
de fuga quando comparado com o controle, sugerindo ter um dano de memória 
espacial. No entanto, 9 meses após, camundongos modelo de DA tratados com lítio 
durante 8 e 16 meses mantiveram a memória espacial do labirinto, e a latência para 
encontrar a caixa de fuga foi significativamente menor do que o grupo modelo de DA 
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que não recebeu tratamento. Esta é uma informação evidente como a dose baixa e 
crônica de lítio pode ser eficiente para melhorar a aprendizagem, a consolidação e 
recuperação da memória (NUNES, 2015). Além disso, Mury et al. (2015) mostraram 
que o lítio apresenta um importante efeito na retenção da memória de longo prazo e 
este efeito pode ser mediado pelo aumento da transcrição de membros da família da 
enzima fosfolipase A2 em ratos Wistar. 
O presente estudo mostrou que a memantina também apresentou 
proteção contra o dano cognitivo induzido pelo peptídeo Aβ1-42. Camundongos 
transgênicos da APP/PS1 (modelo de DA) com 12 meses de idade, foram 
submetidos ao teste de esquiva passiva, labirinto aquático de Morris e teste da 
atividade locomotora, nos quais mostraram que estes animais apresentavam um 
déficit de memória. Porém, após o tratamento com memantina (5 mg/kg) durante 4 
semanas, estes animais apresentaram uma melhora significativa na aprendizagem e 
memória em relação ao grupo WT (selvagem) que apenas recebeu água. Relatam 
também que estes mecanismos neuroprotetores induzidos pela memantina é pelo 
aumento da expressão do fator de crescimento derivado do nervo (NGF) (LIU et al., 
2014), que é considerado uma neurotrofina essencial para a sobrevivência e 
plasticidade neuronal, contribuindo para a redução de depósitos de Aβ. NGF está 
intimamente relacionado com a memória e aprendizagem (MATRONE, et al., 2011). 
Além disso, outro estudo mostrou que ratos machos foram submetidos à injeção 
bilateral intracerebroventricular (i.c.v.) de estreptozotocina (3 mg/kg), a qual causou 
danos na memória destes animais quando avaliados no labirinto aquático de Morris. 
Porém, o tratamento com memantina (10 mg/kg) durante 13 dias reduziu 
significativamente este efeito (RAI et al., 2013). 
Os dados do presente trabalho também mostraram que o tratamento 
combinado com lítio e memantina apresentou uma performance cognitiva muito 
melhor em relação ao grupo Aβ1-42 +lítio e Aβ1-42+memantina. Portanto, a associação 
entre lítio e memantina parece ser uma alternativa terapêutica a ser investigada para 
a DA no dano cognitivo. Esta abordagem é muito válida neste trabalho, pois a 
memantina não é totalmente eficaz na DA (SMITH, 2009). Então, está tendo um 
grande interesse em se investigar e aplicar associações entre fármacos envolvendo 
a memantina para potencializar a resposta terapêutica de pacientes com a DA. Entre 
estas associações encontram-se a combinação de memantina e inibidores da 
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acetilcolinesterase (RIVEROL; SLACHEVSKY; LÓPEZ, 2011; GAUTHIER; 
MOLINUEVO, 2013), e pelo primeira vez, associando com um inibidor da GSK-3, o 
lítio, indicando uma nova terapia combinada promissora para a DA. 
A inflamação é um mecanismo que contribui na progressão da DA, 
(HEPPNER; RANSOHOFF; BECHER, 2015), no qual o presente estudo mostrou que 
a administração do peptídeo Aβ1-42 em ratos modelo de demência, induziu a 
neuroinflamação.  Um estudo realizado com monócitos na presença de um mitógeno 
expostos ao lítio por 5 dias mostrou um aumento na produção da IL-4 secretada por 
linfócitos Th2 e uma atenuação na produção de citocinas pró-inflamatórias 
secretadas por linfócitos Th1 (RAPAPORT; MANJI, 2001). A administração i.h. de IL-
4 em camundongos APP transgênicos, mostrou uma redução significativa de 
astrócitos e micróglias, sugerindo que esta citocina anti-inflamatória pode atenuar a 
neuroinflamação induzido pelos peptídeos Aβ, além de que, dados demonstram que 
a expressão neuronal da IL-4 pode aumentar o número de neurônios recentemente 
sintetizadas, podendo estar envolvidos na recuperação, aquisição e recordação da 
memória, possivelmente por aumentar a fosforilação da subunidade NR2B do  
receptor NMDA, aumentando sua expressão, in vitro (KYIOTA, et al., 2010). O 
tratamento crônico com cloreto de lítio em concentrações sub-terapêuticas (0,02; 0,2 
e 2 mM) foram capazes de modificar a secreção de interleucinas pró e anti-
inflamatórias em culturas de neurônios corticais e do hipocampo com células gliais 
(DE PAULA, et al., 2016).  
O presente estudo mostrou que a memantina também apresentou 
proteção contra o processo inflamatório induzido pelo peptídeo Aβ1-42. A 
administração crônica de memantina (5, 10 e 20 mg/kg) em camundongos 
transgênicos da APP/PS1 (Tg2576), obteve uma diminuição significativa na 
deposição das placas Aβ e aumento da densidade sináptica no córtex e hipocampo 
(DONG et al., 2008), e redução dos níveis corticais da APP (UNGER et al., 2006). A 
administração i.h. do peptídeo Aβ em ratas, posteriormente tratadas 
subcronicamente com memantina (1 e 30 mg/kg), reduziu a ativação crônica das 
micróglias, evitou-se a apoptose e consequentemente a perda neuronal na região 
CA1 do hipocampo (HIDALGO et al., 2002). Em camundongos transgênicos de 
receptores de células T submetidos ao tratamento com memantina (1, 3, 5, 10, 20 e 
30 uM) reduziu significativamente a proliferação de células T diretamente 
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proporcional à concentração, incluindo a forte inibição de resposta proliferativa de 
células T CD4+ (auxiliares) (KAHLFUβ et al., 2012), e consequentemente a 
diminuição da secreção de citocinas. Então, os dados do presente estudo indicam 
que lítio, memantina e a associação promoveu aumento dos níveis de IL-4 no 
cérebro de ratos, revertendo o efeito do Aβ1-42, mas a associação não teve um efeito 
melhor. 
O presente estudo mencionou os efeitos anti-inflamatórios da memantina 
em atenuar os parâmetros inflamatórios que aumentaram devido a administração i.h. 
do peptídeo Aβ1-42. Em ratos submetidos a inflamação induzida pela morfina, houve 
um aumento de IL-1β no soro, no qual o tratamento com uma dose baixa de 
memantina (0,2 e 1,0 mg/kg) reverteu significativamente este aumento (CHEN et al., 
2013). Em um estudo, ratos machos foram submetidos a injeção bilateral i.c.v. de 
estreptozotocina (3 mg/kg) para avaliar a neuroinflamação e alterações nas 
subunidades do receptor NMDA, no qual estes animais apresentaram um aumento 
nos níveis de IL-1β e TNF-α no hipocampo e córtex, em comparação com o grupo 
controle que recebeu ACSF. Após o tratamento com memantina (10 mg/kg) v.o. 
durante 13 dias, houve uma reversão deste aumento das citocinas IL-1β e TNF-α no 
hipocampo e córtex em relação ao grupo controle (CHAI et al., 2013). Baseando-se 
que o potencial de ação de longo prazo no hipocampo está prejudicado em idosos, 
foi realizado um estudo no qual analisaram o hipocampo de ratos com 22 meses de 
idade, no qual observaram uma significativa correlação inversa entre os níveis 
hipocampais da IL-1β e IL-4. Então a diminuição dos níveis da IL-4, devido suas 
propriedades anti-inflamatórias, pode contribuir para um aumento significativo dos 
níveis da citocina pró-inflamatória IL-1β (NOLAN et al., 2005). 
Estudos mostram que a memantina também pode reduzir a produção de 
TNF-α. Um estudo realizado durante 12 semanas com pacientes com transtorno do 
humor bipolar mostrou que os níveis séricos de TNF-α foram significativamente 
menores em pacientes que receberam a associação de ácido valpróico e memantina 
(5mg/dia) em relação aos pacientes que receberam ácido valpróico e placebo (LEE 
et al., 2014). O pré-tratamento com memantina (10 mg/kg) em camundongos 
atenuou a lesão pulmonar aguda induzida por LPS (10 mg/kg) e reduziu os níveis de 
TNF-α do lavado bronco-alveolar (MA et al., 2014). Corroborando com o presente 
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estudo em que a memantina foi capaz de reduzir as citocinas pró-inflamatórias IL-1β 
e TNF-α no córtex frontal e hipocampo. 
Também foi relatado o efeito anti-inflamatório do lítio em células gliais 
(micróglias, astrócitos e oligodentrócitos) de ratos submetidos à inflamação induzida 
por LPS, no qual, o tratamento com lítio in vitro (1 e 10 mM) durante 6 horas, reduziu 
a produção da IL-1β e TNF-α (NAHMAN; BELMAKER; AZAB, 2012). O tratamento 
com lítio in vitro (2 e 5 mM) também reduziu os níveis da IL-1β que estavam 
aumentados devido ao estimulo com LPS em monócitos de pacientes saudáveis 
(KNIJFF et al., 2007). Ratos Wistar machos foram induzidos ao modelo de sepse por 
perfuração e ligação cecal e à altos níveis de endotoxina bacteriana, e após o 
tratamento com lítio (25 e 50 mg/kg) levou a uma diminuição dos níveis séricos do 
TNF-α, IL-1β e IL-6 (ALBAYRAK et al., 2011).   
Células mononucleares do sangue periférico humano estimuladas com 
agonistas (ácido lipóico, lipídeo sintético) de receptores toll-like na presença de 
SB216763, um inibidor específico da GSK-3, resultou em uma redução seletiva de 
50-90% na produção de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e interferon- γ (INF-γ) 
e uma redução de 60-80% dos níveis do TNF-α (MARTIN et al., 2005). O lítio, por 
ser um inibidor da GSK-3, pode suprimir a inflamação induzida por LPS, reduzindo a 
produção de TNF-α (WANG et al., 2009). Com isso, torna-se promissor o tratamento 
com lítio, pela interação de seus efeitos anti-inflamatórios e a inibição da GSK-3, 
uma vez que, a inibição da GSK-3 é um de seus principais mecanismos. Os dados 
do presente estudo mostraram um aumento de IL-1β no modelo tipo DA e foi 
revertido pelo tratamento de lítio, memantina e associação de ambos, levando a uma 
redução maior desta citocina em relação aos animais controle que receberam água. 
Contudo, a associação não teve efeito melhor quando comparado aos animais 
tratado com lítio ou memantina. Portanto, parece que este efeito envolve o aumento 





Os resultados indicam que o tratamento subcrônico com lítio, memantina 
e a associação com lítio e memantina reverteram o dano na memória espacial dos 
animais administrados com peptídeo Aβ1-42. Contudo, o tratamento combinado de 
lítio e memantina teve melhor performance cognitiva em relação aos outros grupos 
experimentais, indicando um efeito terapêutico promissor da associação para a DA. 
Foi observado também que o efeito protetor do lítio, memantina e sua associação 
com lítio estão envolvidos na redução da inflamação. A melhor performance 
cognitiva da associação, observado no comportamento, não é justificada pelo efeito 
anti-inflamatório, pois embora a memantina e o lítio apresentaram um efeito anti-
inflamatório contra a inflamação causada pelo peptídeo Aβ1-42, a associação não 
potencializou este efeito. Portanto, os resultados indicam que o lítio e sua 
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Comissão de Ética no Uso de Animais  
  
Resolução  
A Comissão de Ética no Uso de Animais, normatizada pela Resolução n. 
02/2011/Câmara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.  
  
Protocolo: 024/2015-1  
  
Professora responsável: Josiane Budni   
Equipe: João Luciano de Quevedo, José Mauro Moraes dos Santos, Franciele Gonçalves Mina, 




Título: Verificar o Efeito Protetor da Associação do Lítio e Memantina ou Galantamina 
em um Modelo Animal de Doença de Alzheimer Induzido pelo Peptídeo Aβ1-42.  
  
       Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodológicos. Toda e qualquer 
alteração do Projeto deverá ser comunicada à CEUA. Foi autorizada a utilização do total de 360 
Ratos Wistar machos, de 60 dias e pesando aproximadamente 300g. Os membros da CEUA não 
participaram do processo de avaliação dos projetos em que constam como pesquisadores. Para 
demais dúvidas, contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.  
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02/2011/Câmara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the 
following Project:  
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